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 真核生物ゲノム D N A は、 D N A 配列に依存しない調節機構であるエピジェ
ネティクスによって高度に制御されている。それによって、細胞分化などの
高次生命現象が成し遂げられている。クロマチンは、エピジェネティクスの
中心的な役割を果たしていることが、近年の研究から明らかになってきた。
クロマチンは、ヌクレオソームを基盤構造としており、ヌクレオソームは 4
種類のヒストン H 2A、 H 2B、 H 3、 H 4 をそれぞれ二分子ずつ含んだヒストン
八量体に、D N A が巻きつくことで形成されている。ヌクレオソームの構造と
物理的な性質の多様性が、クロマチンにおける転写、修復、組換えなどの D NA
代謝を制御していると考えられているが、そのメカニズムに関しては未だ不
明な点が多い。  
 本論文では、ヌクレオソームに多様性を付与する中心的な因子である、ヒ
ストンバリアントとヒストン変異体を取り扱っている。 ヒストンバリアント
は、ヌクレオソームの立体構造やその安定性に影響を与える、重要なエピジ
ェネティック因子の一つである。細胞内に豊富に存在する通常型ヒストンと
クロマチン上で入れ換わることで、それらが持つ通常型ヒストンとは異なる
役割をゲノム制御において担っている。なかでも、 CE N P - A は染色体セント
ロメア領域のクロマチンに特異的に取り込まれ、キネトコアが形成される染
色体分配に必須の特殊なクロマチン構造を構築するヒストンバリアントであ
る。本論文では、ヒストン H 3 バリアントの中でも、特殊な機能が明らかに
なっている CEN P - A を選定し、H 3 が CEN P - A に置き換わった CEN P - A ヌク
レオソームが、セントロメアタンパク質 CEN P - B の結合にどのような影響を
及ぼすのかという点の解明を目的に、試験管内再構成系を用いた生化学的な
解析を行なっている。  
 また、近年の爆発的なゲノム解析データの蓄積より、がん細胞でのヒスト
ン変異が多数見出されている。それらの多くは、ヒストンの翻訳後修飾部位
もしくはその周辺でのアミノ酸置換を有するものであり、それによってヒス
トンに記された化学修飾状態が損なわれると考えられている。代表例として
は、脳腫瘍で見出された H 3. 3 の 3 4 番目や 3 6 番目のリジンにおける変異が
報告されている。これらの変異によって翻訳後修飾のパターンが変更される
ことで、遺伝子発現制御が破綻し、細胞のがん化が引き起こされると考えら
れている。一方で、多くのがん細胞において、ヒストンの翻訳後修飾部位か
ら、立体構造上離れた部位における アミノ酸の変異も見出されている。なか
でも、多数の遺伝子コピーから生産されている通常型のヒストン H 3. 1 にお
ける変異は、変異 H 3. 1 タンパク質の産生量は全体のほんの一部でしかない
にも関わらず、細胞のがん化の原因となる可能性が指摘されている。本論文
では、このような通常型ヒストン H 3. 1 での変異が、ヌクレオソームの構造
と性質に与える影響を、試験管内再構成系を用いた解析にて検討している。  
 本博士論文は全５章で構成されている。以下に、各章の要旨と本論文の評
価を記す。  
 第１章の序論では、これまでの先行研究に基づいた 本研究に関する背景を
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記述している。まず、エピジェネティクスの根幹となるクロマチン構造とそ
の基本単位であるヌクレオソームに関する先行研究の 説明がされている。ま
た、ヌクレオソームの多様性を生み出すヒストン H 3 のバリアントの知見に
ついて詳述されている。特に、セントロメアに局在している CEN P - A の機能
について、セントロメアタンパク質 CEN P - B との関係性を交えながら、既知
な点および未だ未解明な点について論じている。続いて、ヒストン H 3 の変
異が疾患に及ぼす影響に関する知見が述べられている。本章において、本論
文の研究内容の理解に必要な内容が明瞭に記述されていると評価できる。  
 第２章では、本論文に用いた試料および実験手法が記載されている。まず、
ヒストンおよび CE N P - B の精製法、ヌクレオソームの再構成に用いるヒスト
ン複合体と D N A の精製方法が詳述されている。さらに、それらの精製産物
を用いた、ヌクレオソームの試験管内再構成による調製法について記載され
ている。続いて、本論文で行った解析の手法が説明されている。第３章にお
いて述べられている、ヌクレオソームと CEN P - B との結合試験および結合安
定性試験、プルダウン法によるヒストン複合体と CEN P - B との相互作用試験
などの手法が記述されている。続いて、第４章において述べられている 、塩
耐性試験、マイクロコッカルヌクレアーゼに対する耐性試験、熱安定性試験、
ヒストン複合体の形成能の試験、 X 線小角散乱法によるヌクレオソーム構造
解析ついての手法が記述されている。本章では、全ての手法について詳しく
述べられており、本論文で議論されている内容を理解する上で、十分な情報
を示していると評価できる。  
 第３章は、 CEN P - B のヌクレオソームへの結合に、 C EN P - A ヌクレオソー
ムが与える影響に関する解析結果が記述されている。本章では、 C EN P - B の
D N A 結合領域 ( CE N P - B  D BD : CEN P - B  D N A Bi nd i ng  D o m ai n )を用いた解析
を行っている。CE N P - B  D BD を認識する D N A 配列である CEN P - B  bo x を含
む D N A を用いて、ヒストンの１つとして H 3 または CEN P - A を含むヌクレ
オソームを調製した。そして、ゲルシフト解析により、CEN P - B  D BD はいず
れ の ヌ ク レ オ ソ ー ム に も 結 合 す る と い う 結 果 を 得 て い る 。 次 に 、 C EN P - B  
D BD と CEN P - A ヌクレオソームとの結合安定性を評価している。 C EN P - B  
D BD が結合した C EN P - A ヌクレオソームおよび H 3 ヌクレオソームに対し
て、 CEN P- B  bo x を含む D N A を添加することで、 C EN P - B  D BD のヌクレオ
ソームからの解離を比較した。その結果、 H 3 ヌクレオソームよりも C EN P -
A ヌクレオソーム上に結合した C EN P - B  D BD が安定に維持されることを発
見している。この CEN P - B  D BD の C EN P - A ヌクレオソームへの安定な結合
の原因を究明するために、C EN P - A ヌクレオソーム中の CEN P - B  bo x の位置
を変更する実験を行い、 CEN P - B  D B D が、ヌクレオソーム中で CEN P - A と
近接して存在する位置に CEN P - B  b o x  D N A 配列を持つヌクレオソームに対
し て 結 合 親 和 性 が 高 い と い う 結 果 を 得 て い る 。 本 結 果 か ら 、 CEN P - A と
CEN P - B  D BD が 直 接 相 互 作 用 す る 可 能 性 を 見 出 し 、 そ し て 、 CEN P - A と
CEN P - B  D BD との直接的な結合を、ヒスチジンタグを融合した C EN P - B  D B D
 3 
とヒストン複合体を用いたプルダウン試験によって発見することが成し遂げ
られている。一連の結果より、 C EN P - B  D BD は CEN P - A との直接結合を介
して、 CEN P- A ヌクレオソームに安定して結合するというモデルが提案され
ている。これはセントロメアのクロマチンにおいて、 CEN P - A ヌクレオソー
ムが CEN P - B と の相互作用を介し て機能する可能性 を示し た重要な知 見で
ある。本発見は、セントロメアクロマチンの機能を理解する上で、必須の情
報を与えており、本章の研究成果は当該分野の発展に大きく貢献していると
評価できる。  
 第４章は、がん細胞で見出されたヒストン H 3 の 9 7 番目のグルタミン酸が
リジンに置換した変異体 H 3. 1  E97 K に着目し、その変異のヌクレオソーム
の構造と安定性への影響に関する解析結果が記述されている。ヌクレオソー
ムの安定性を塩耐性試験および熱安定性試験で評価した結果、野生型のヌク
レオソームと比較して H 3. 1  E97K ヌクレオソームの安定性が著しく低いこ
とを示している。その原因として、D N A とヒストン複合体との結合の変化と
考え、ヌクレオソームの D N A 末端の運動性をマイクロコッカルヌクレアー
ゼへの耐性試験と X 線小角散乱法により評価している。そして、 H 3. 1  E9 7K
ヌクレオソームの D N A 末端は運動性が高く、ヒストンから解離しやすい 性
質であることが見出されている。これらの結果は、未だ不明瞭であるヒスト
ン変異と発がんとの関係を理解する上で重要な知見を提供しており、当該分
野に大きな貢献をしていると評価できる。  
 第５章は、本研究において得られた知見について、先行研究を踏まえて議
論し、関連研究の今後の展望について構造生物学的および細胞生物学的な観
点を取り入れて考察している。  
 ヒストンの多様性によるクロマチン制御機構の解明は、 生命科学における
重要な課題であり、本研究の知見はその理解に大いに貢献すると考えられる。
従って、本論文は博士（理学）の学位に値すると判断する 。  
 
2 0 1 9 年 1 月  
審査員  
（主査  ）  早稲田大学教授   薬学博士（九州大学）    柴田  重信  
        早稲田大学教授   博士（理学）京都大学    岡野  俊行  
      早稲田大学教授  博士（理学）名古屋大学   岩崎  秀雄  
      東京大学教授     博士（学術）埼玉大学  胡桃坂  仁志  
